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Abstrak
Mineral dibutuhkan bakteri sebagai akseptor elektron dalam metabolisme 
glukosa, juga sebagai aktivator enzim, termasuk dalam reaksi polimerisasi 
eksopolisakarida.  Eksopolisakarida adalah polisakarida yang diekresikan oleh 
mikroba ke luar sel sebagai produk metabolit sekunder saat kondisi 
lingkungannya tidak menguntungkan, yang saat ini merupakan produk bioaktif.  
Eksopolisakarida dapat diisolasi dan saat ini telah terbukti dapat dijadikan 
sebagai inbuhan pangan dan mempunyai aktivitas antitumor.  Tujuan dari 
penelitian ini adalah untuk mengetahui jenis mineral yang paling cocok 
ditambahkan ke dalam media pertumbuhan Lactobacillus bulgaricus strain ropy.  
Media yang digunakan adalah Susu Skim Rekonstitusi 10% (SSR 10%), 
kemudian ditambahkan Natrium asetat, Triamonium sitrat, Magnesium sulfat dan 
kalium fosfat masing-masing mulai dari konsentrasi 0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 dan 
0,5%.  Media ini diinkubasi selama 16 jam pada suhu 30oC.  Sumber mineral 
yang paling baik untuk produksi EPS oleh L. bulgaricus adalah sodium asetat 
0,5% dibandingkan dengan triamonium sitrat, kalium fosfat dan magnesium 
sulfat dari konsentrasi 0 – 0,5%.  Produksi EPS dengan penambahan 0,5% 
sodium asetat mencapai 476,6 mg/l.
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Abstract
Minerals needed a bacteria as electron acceptor in glucose metabolism, as well 
as the activator of the enzyme, including in the polymerization reaction 
exopolysaccharide.  Exopolysaccharide is exreted polysaccharide by microbes to 
the outside of cells as products secondary metabolites as unfavorable 
environment conditions, which today is a product of bioactive.  
Exopolysaccharide can be isolated and currently has proven to be used as food 
additive and has antitumor activity.  The purpose of this research is to find out the 
most suitable type of minerals added to the growth medium of ropy strain of 
Lactobacillus bulgaricus.  The medium used is Reconstituted of Skim Milk 10% 
(RSM 10%). RSM added sodium acetate, triamonium citrate, magnesium 
sulphate and potassium phosphate respectively starting from concentrations of 
0.0; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4 and 0.5%.  This medium incubated for 16 h at 30oC 
temperatures.  The best source of minerals for the production of EPS by Lb.
2bulgaricus is sodium acetate 0.5% compared to triamonium citrate, potassium 
phosphate and magnesium sulfate concentration from 0 – 0.5%.  Production of 
EPS with the addition of 0.5% sodium acetate reaching 476,6 mg/l.
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PENDAHULUAN
Produksi EPS dari kultur mikroba tergantung pada sejumlah parameter 
yang berbeda pada tiap spesies dan strain bakteri yang digunakan.  
Pembentukan polisakarida sering dihubungkan dengan sumber karbon berupa 
karbohidrat dan temperatur yang lebih rendah atau lebih tinggi dari pertumbuhan 
optimalnya.  Mineral dibutuhkan dalam sintesis EPS oleh mikroba dan 
merupakan faktor kritis.  Sumber nitrogen, fosfor atau sulfur menunjukkan hal 
yang sangat essensial yang telah dilaporkan oleh beberapa peneliti untuk 
sintesis EPS oleh Pseudomonas auregenosa.  Lactobacillus casei CRL 87 
menunjukkan sifat ropy dalam kaldu Mann Rogosa Sharpe (MRS) yang 
disuplementasi oleh glukosa dan laktosa tetapi tidak membentuk ropy pada 
media yang tidak mengandung mineral (Mozzi et al., 1995).
Mineral dibutuhkan bakteri sebagai akseptor elektron dalam metabolisme 
glukosa dan gula lainnya.  Beberapa akseptor elektron ekternal organik adalah 
asetaldehid, sitrat, fumarat dan gliserol (Salminen dan Wright, 1993).  Beberapa 
mineral lainnya merupakan aktivator enzim untuk metabolisme mikroba seperti  
Mn2+, Mg2+, Ca2+, dan lainnya.  
Mikroba membutuhkan zat-zat nutrisi untuk sintesa komponen sel dan 
menghasilkan energi.  Unsur-unsur mikro seperti K, Ca, Mg, Cl, Fe, Mn, Co, Cu, 
Zn dan Mo diperlukan oleh hampir semua mikroba.  Transfor zat nutrisi ke dalam 
sel  mikroba dapat berupa difusi fasif, difusi dengan bantuan permease, transfor 
aktif atau melalui sistim fosfotransferase.  Mineral umumnya ditransfer melalui 
transfor aktif (Fardiaz, 1989).
Dalam reaksi polimerisasi EPS maka pembentukan rantai karbon 
membutuhkan mineral sebagai akseptor elektron yang mengikat antara satu 
monomer dengan monomer lainnya (Vollmert, 1973).  Oleh sebab itu dalam 
3penelitian ini akan dicari mineral yang paling tepat dalam sintesis EPS untuk 
mendapatkan produksi yang optimal.
MATERI DAN METODE 
Pemeliharaan Kultur L. bulgaricus  dan pembuatan sampel
Kultur Lactobacillus bulgaricus merupakan kultur koleksi Laboratorium 
Teknologi Hasil Ternak Fakultas Peternakan. Stok kultur dijaga pada Susu Skim 
Rekonstitusi 10% steril  (autoklaf pada suhu 121oC selama 15 menit dan tekanan 
1 atm) pada suhu 5oC dan –20oC.  Untuk pemeliharaan starter maka setiap dua 
minggu sekali dilakukan propagasi.
Sampel dibuat pada media susu skim rekonstitusi (SSR) 10% yang 
ditambah mineral berturut-turut natrium asetat, triamonium sitrat, magnesium 
sulfat dan kalium fosfat dari konsentrasi 0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 dan 0,5%,  lalu 
ditambah glukosa 1%. Setelah media diautoklaf pada suhu 121oC selama 15 
menit, didinginkan (30oC), lalu diinokulasi dengan starter ropy L. bulgaricus
kemudian diinkubasi pada suhu 30oC selama  16 jam. Sampel  kemudian diuji 
terhadap pH, persentasi asam laktat, jumlah bakteri Lb. bulgaricus dan porduksi 
EPS.  
Pengujian Karakteristik Pertumbuhan
Penghitungan sel hidup L. bulgaricus dideterminasi dengan metode 
pengenceran menggunakan Bromochresol purple Agar (BCPA).  Pengenceran 
berseri dari tiap sampel dituang pada cawan secara duplikat dan cawan 
diinkubasi pada 37oC selama 48 jam.  Titratable acidity (keasaman secara titrasi) 
yang diekspresikan sebagai % asam laktat diukur sesuai metode Marshall 
(1993).  Pengukuran pH dilakukan dengan menggunakan pH-meter  (Hanna-
Instrumen pH-meter 302 Portugal).
4Produksi EPS
Produksi EPS diperoleh dari  supernatan bebas sel (sentrifugasi pada 
6000 rpm) sesuai metode Mozzi et al. (1994) yang dimodifikasi oleh Malaka 
(2005). Produksi EPS dinyatakan sebagai mg/l.
Analisa data 
Data yang diperoleh dari hasil penelitian diolah dengan analisis ragam 
berdasarkan Rancangan Acak Lengkap  Pola Faktorial dengan 5 ulangan 
(Gaspersz, 1994) menggunakan program SPSS  (Statistical Package for Social 
Sciences).
HASIL DAN PEMBAHASAN
Pengaruh Sumber Mineral  terhadap karakteristik Pertumbuhan  L. 
bulgaricus
Bakteri asam laktat tidak terbatas terhadap oksigen sebagai akseptor 
elektron.  Secara anaerobik, beberapa komponen organik dapat diperlakukan 
dengan tujuan yang sama sebagai akseptor elektron.  Hal ini khususnya pada 
BAL heterofermentatif obligat dalam jalur pembentukan alkohol atau asetat.  
Namun dalam kenyataan akseptor elektron organik dapat  berperan sebagai 
kunci penting pada BAL homofermentatif dalam metabolisme anaerobik pada 
substrat tertentu (Salminen dan Wright, 1993). 
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5Gambar 1.  Pengaruh Konsentrasi dan Jenis  Mineral terhadap  pH oleh Lactobacillus 
bulgaricus dalam Media SSR 10% dengan Inkubasi pada Suhu 30oC 
Selama 16 Jam.
Gambar 1. dapat dilihat bahwa keempat jenis mineral hampir sama 
pengaruhnya pada perubahan pH, yaitu semakin tinggi konsentrasi mineral maka 
menyebabkan terjadinya peningkatan pH.  Hal ini kemungkinan disebabkan oleh 
perubahan pH media awal akibat penambahan mineral dan juga L. bulgaricus
mengalami sedikit hambatan pertumbuhan akibat tingginya konsentrasi mineral.  
Mikroba hanya membutuhkan sedikit sekali mineral meskipun mineral sangat 
penting untuk pertumbuhannya.
Hasil multivariat analisis menunjukkan bahwa Jenis  dan konsentrasi 
mineral berpengaruh sangat nyata terhadap perubahan pH media dan terdapat 
interaksi antara jenis mineral dan konsentrasi mineral.  PH terendah diperoleh 
dengan tanpa penambahan mineral yang memberikan indikasi bahwa  
penurunan pH sebagai akibat produksi asam laktat dari glukosa tidak 
berhubungan dengan produksi EPS karena dalam produksi EPS yang paling 
utama adalah penggunakan sumber karbon untuk reaksi polimerisasi sintesis 
polisakarida.   Penurunan pH berkaitan erat dengan produksi asam laktat
(Gambar 2),  dengan pemberian garam mineral maka produksi asam laktat 
sedikit mengalami penurunan.  
Uji BNT (Least Significance Difference LSD) menunjukkan bahwa 
konsentrasi mineral 0% tidak berbeda nyata dengan konsentrasi 0,1 dan 0,2% 
terhadap produksi asam laktat tetapi berbeda nyata dengan konsentrasi 0,3; 0,4 
dan 0,5%.  Untuk sodium asetat tidak berbeda nyata dengan triamonium sitrat, 
kalium fosfat dan magnesium sulfat terhadap produksi asam laktat, tetapi 
terdapat perbedaan yang nyata antara kalium fosfat dan magnesium sulfat.  Hal 
ini menunjukkan adanya kebutuhan mineral dengan konsentrasi yang berbeda 
pada tiap jenis mineral.  Penelitian Mozzi et al. (1995) menunjukkan bahwa untuk 
produksi EPS oleh L. casei hanya membutuhkan magnesium sulfat sebanyak 
0,02% untuk menghasilkan EPS sebanyak 107 mg/l dimana Mg2+ dan K2+ tidak 
menstimulasi produksi EPS atau produksi asam laktat maupun pertumbuhan sel.
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Gambar 2.  Pengaruh Konsentrasi dan Jenis Mineral terhadap  % Asam Laktat oleh 
Lactobacillus bulgaricus dalam media SSR 10% dengan Inkubasi pada Suhu 
30oC Selama 16 Jam.
Untuk pertumbuhan populasi L. bulgaricus dapat dilihat pada Gambar 3
yang menunjukkan bahwa pertumbuhan populasi dengan penambahan mineral 
mencapai fase pertumbuhan stasioner sehingga memberikan indikasi bahwa 
produksi EPS terjadi pada fase pertumbuhan stasioner atau fase pertumbuhan 
eksponensial menuju fase stasioner.  Pada penelitian Pham et al. (2000) juga 
menggunakan beberapa jenis mineral dalam medium untuk melihat aktivitas sel 
Lactobacillus rhamnosus dalam memproduksi EPS.  Hasil penelitian tersebut
menunjukkan bahwa selama fase pertumbuhan eksponensial awal biosintesis 
EPS tidak terjadi.  Produksi terjadi pada fase stasioner menuju kematian dan 
kemudian EPS yang diproduksi dapat dimanfaatkan kembali oleh mikroba 
sebagai sumber karbon karena adanya enzim yang dihasilkan oleh bakteri itu 
sendiri yang dapat mendegradasi EPS.  Akibatnya perpanjangan waktu inkubasi 
akan menurunkan produksi EPS.
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Gambar 3.  Pengaruh Konsentrasi dan Jenis  Mineral terhadap  Log Jumlah Sel Hidup 
Lactobacillus bulgaricus dalam Media SSR 10% dengan Inkubasi pada 
Suhu 30oC Selama 16 Jam.
Uji BNT menunjukkan bahwa medium tanpa penambahan mineral 
berbeda sangat nyata dengan adanya penambahan mineral terhadap log jumlah 
mikroba, tetapi untuk tiap konsentrasi mineral tidak berbeda nyata.  Untuk jenis 
mineral menunjukkan adanya perbedaan yang nyata antara triamonium sitrat 
dan kalium fosfat tetapi tidak berbeda nyata dengan jenis mineral lainnya.
Hasil tersebut dapat dijelaskan bahwa sitrat tidak digunakan secara 
langsung sebagai akseptor elektron, tetapi aktif sebagai prekursor terhadap 
akseptor lainnya.  Langkah yang penting adalah pemecahan sitrat menjadi asetat 
dan oksaloasetat.  BAL yang berbeda menggunakan jalur yang berbeda pada 
metabolisme selanjutnya.  Dekarboksilasi oksaloasetat yang menghasilkan 
piruvat akan bergabung melalui jalur diasetil/ asetoin.  Pada BAL 
homofermentatif selanjutnya melalui jalur piruvat akan menghasilkan asam laktat 
dan lebih banyak terbentuk ATP sehingga pemanfaatan glukosa menjadi lebih 
efisien dan meningkatkan laju pertumbuhan.  Kelihatannya L. bulgaricus 
menggunakan jalur ini pada penggunaan sitrat  sampai konsentrasi 0,2% 
sehingga meningkatkan pertumbuhan tetapi setelah konsentrasi lebih tinggi dari 
0,2% pada kemungkinan terjadi pembentukan faktor penghambat yang 
menyebabkan pertumbuhan menjadi menurun. Hal ini juga terjadi pada asetat, 
8tetapi masih terjadi peningkatan pertumbuhan sampai konsentrasi 0,3%, dan 
terjadi penurunan pada konsentrasi selanjutnya meskipun masih lebih tinggi dari 
populasi kontrol (0%).  Hal ini kemungkinan disebabkan oleh penggunaan asetat 
secara tidak langsung sehingga penggunaannya dapat lebih berangsur untuk 
masuk ke dalam jalur piruvat.  Konsentrasi yang tinggi tidak langsung bersifat 
penghambat karena transformasi asetat menjadi oksaloasetat (Salminen dan 
Wright, 1993).  
Pada penambahan magnesium sulfat dan kalium fosfat  dalam medium 
SSR 10% menunjukkan penurunan pertumbuhan.  Hal ini disebabkan karena 
fungsi kalium fosfat yang akan terurai menjadi kalium dan fosfor diperlukan 
mikroba untuk metabolisme sel relatif sangat sedikit dibandingkan unsur karbon, 
oksigen, nitrogen maupun hidrogen.  Fosfor (P) diperlukan mikroba sebagai 
bagian pembentukan asam nukleat, fosfolifid dan koenzim.  Kalium berfungsi 
sebagai kation anorganik dalam sel dan sebagai kofaktor beberapa enzim.  
Magnesium sulfat akan terurai menjadi magnesium dan sulfur.  Magnesium 
berfungsi sebagai kation sel yang penting sebagai kofaktor enzim protease, 
sedang sulfur diperlukan dalam pembentukan asam amino sistein dan metionin.  
Pengaruh Sumber Mineral terhadap Produksi EPS oleh L. bulgaricus
Produksi EPS dari kultur mikroba tergandung pada beberapa parameter 
yang berbeda.  Pembentukan polisakarida paling sering dihubungkan dengan 
adanya karbohidrat dan temperatur rendah atau tinggi.  Kebutuhan mineral juga 
merupakan faktor kritis.  Pembatasan sumber nitrogen, fosfor atau sulfur 
meningkatkan produksi EPS sebaliknya beberapa peneliti melaporkan bahwa 
fosfat dan trace elemen essensial untuk sintesis EPS oleh Pseudomonas 
aeruginosa.  Beberapa jenis mineral dibutuhkan oleh mikroba sebagai faktor 
pertumbuhan yang diperlukan untuk membentuk energi dan menyusun 
komponen sel serta pembentukan metabolit sekunder.  Beberapa jenis mineral 
dibutuhkan mikroba yang digunakan sebagai sumber karbon alternatif atau 
sebagai prekursor enzim dalam metabolisme dan pembentukan metabolit 
9sekunder.  Dalam penelitian Mozzi et al. (1995) membuktikan bahwa beberapa 
jenis mineral ini diperlukan oleh Lactobacillus casei untuk sintesa polisakarida.  
Pada Gambar 4.  menunjukkan bahwa produksi EPS mencapai hasil 
terbaik (475,6 mg/l) pada penambahan sodium asetat 0,5%, sedang pada 
magnesium sulfat mengalami penurunan produksi dan pada kalium fosfat dan 
triamonium sitrat produksi tertinggi pada konsentrasi 0,2%.  Dari analisis 
multivariat menunjukkan bahwa jenis mineral maupun konsentrasi mineral 
menunjukkan adanya pengaruh yang sangat nyata terhadap produksi EPS.  
Dengan uji BNT menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang  nyata antara 
konsentrasi 0% dengan konsentrasi 0,1% dan 0,4%; demikian juga antara 
konsentrasi 0,1% dan 0,3; 0,4 dan 0,5%.  Antara konsentrasi 0,2% juga berbeda 
nyata dengan konsentrasi 0,3% dan 0,5%.  Tetapi tidak ada perbedaan yang 
nyata antara keempat jenis mineral terhadap produksi EPS, meskipun terdapat 
kecendrungan produksi EPS tertinggi pada panambahan sodium asetat 
sebanyak 0,5%.  Hal ini berbeda dengan hasil penelitian Mozzi et al.,(1995) 
dimana produksi EPS oleh L. casei lebih tinggi pada pemberian triamonium sitrat  
dibanding dengan sodium asetat. Adanya ion Na+ dapat merupakan prekursor 
dalam sintesis EPS yang mungkin berperan sebagai aktivator enzim atau 
kemungkinan berperanan dalam fermeabilitas dinding sel untuk transfor aktif 
maupun pasif (Fardiaz, 1989).  
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Gambar 4.  Pengaruh Konsentrasi dan Jenis  Mineral terhadap Produksi EPS oleh 
Lactobacillus bulgaricus dalam Media SSR 10%  dengan Inkubasi pada 
Suhu 30oC Selama 16 Jam.
Crane (1965) menduga bahwa transfor glukosa ke dalam sel tergantung 
pada konsentrasi Na+ .  Energi yang disimpan dalam gradien konsentrasi Na+
dapat dipakai untuk transfort aktif zat-zat terlarut dalam media.  Hipotesis ini 
dapat didukung dari hasil penelitian penambahan Natrium asetat dalam proses 
produksi EPS.  Glukosa sebagai sumber karbon utama dalam produksi EPS, 
pemanfaataannya dalam biosintesis menjadi lebih efisien dalam produksi. 
Usaha untuk memahami mekanisme biosintesis EPS pada bakteri asam 
laktat masih terus dipelajari.  Sodium asetat  kemungkinan masuk dalam jalur 
biosintesis EPS melalui penggunaan sumber karbon pada jalur asam sitrat dan 
produksi ATP untuk pertumbuhan sel.  EPS dapat diproduksi lebih tinggi 
kemungkinan akibat biotransformasi dan peningkatan efisiensi penggunaan 
glukosa untuk polimerisasi.  Hipotesis ini masih perlu penelitian lebih lanjut 
dengan melihat produk antara yang dihasilkan dalam biosintesis EPS untuk 
setiap periode pertumbuhan mikroba ini.
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KESIMPULAN
Sumber mineral yang paling baik untuk produksi EPS oleh L. bulgaricus 
adalah sodium asetat 0,5% dibandingkan dengan triamonium sitrat, kalium fosfat 
dan magnesium sulfat dari konsentrasi 0 – 0,5%.  Produksi EPS dengan 
penambahan 0,5% sodium asetat mencapai 476,6 mg/l.
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